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摘 要:介绍一种现场快速型 HBV(乙型肝炎病毒)基因分型方法及装置，包括生物传感器与手持式荧光检测仪。
为了提高检测灵敏度与准确性，采用荧光标记法。荧光检测仪采用简化方法来快速读取侧向流试纸上各测试线及
质控线的信号幅值，基于预先建立的 HBV基因分型模式匹配模型，实现快速分型。对 48 份 HBV 血清样本进行检
测，实验结果表明，基于荧光检测仪及侧向流试纸的分型检测结果与传统核酸分析方法的分型检测结果一致，分型
准确率达 100%。与传统方法相比，现场快速型基因分型方法及装置可降低 HBV 分型检测的复杂度，缩短检测时
间，降低检测成本，对乙肝个体化用药与个性化治疗具有重要意义。
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引言
病毒性肝炎在我国乃至全球一直是一个严重、
长期的公共健康与卫生问题，其中尤以乙型肝炎
(HBV)的流行性最广，患者数量最多［1］。我国以
“A-D”4 种基因型为主［2-3］，而不同基因型的乙肝病
毒对于同类治疗药物的耐受性、抵抗性及综合反应
有着明显差异。
HBV基因分型是实现乙肝个体化用药治疗的基
础与前提［4］。目前，乙肝分型大多采用了核酸基因分
型的方法［5］，其缺点在于所需设备多、时间长、成本
高，因此在普通临床诊断中难以普及和推广。POCT
型检测借助新型的检测方法与原理，能显著降低诊断
对医疗硬件环境的依赖程度，简化检测流程，减少费
用［6］，其中侧向流试纸检测技术具有方便、低成本且
准确性较高等优势［7］。侧向流试纸的标记物主要包
括胶体金、碳颗粒、及荧光颗粒等［8-10］。
为了方便实现 HBV个体化用药治疗，本研究提
出了一种更简单准确而且低成本的新型 HBV 分型
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方法。首先对侧向流纸条进行包被处理，加样后采
用线形光斑扫描试纸，依据得到各检测线上的信号
幅值对其进行快速分型。手持式荧光检测仪体积
小巧、操作简单且成本低廉，与侧向流试纸相配合，
可以实现快速而准确的 HBV基因分型检测。
1 材料和方法
1． 1 生物传感器及分型检测原理
用于捕获不同 HBV 基因型病毒蛋白的抗体经
过系统的筛选被最终确定下来［11-12］。生物传感器
采用侧向流试纸，其结构如图 1 所示。待测样品加
入试纸样品垫后，在层析作用下，经荧光标记垫，进
入硝酸纤维膜，与测试线及质控线发生免疫反应。
图 1 HBV基因分型侧向流试纸结构
Fig． 1 The schematic illustration of the lateral
flow strip for HBV genotyping
如图 1 所示，侧向流试纸包括了 5 条测试线，
即 S、A、B、C、D，以及 1 条质控线 Ctr。其中，质控线
Ctr用于免疫层析反应的质控，免疫层析过程正常完
成时，该条带呈阳性，否则该条带呈现阴性，检测结
果视为无效。Ctr 线上包被了链亲和素(SA) ，在标
记垫上干燥标记了生物素和荧光颗粒的牛血清白
蛋白(F-BSA-bio) ，加样后样品溶液溶解标记垫上的
F-BSA-bio，并朝吸收垫方向移动，经过质控线 Ctr 时
被 SA捕获，形成阳性结果。同理，S 检测带上包被
Anti-HBs HBV 广谱单克隆抗体，用于检测 HBV 病
毒抗原的存在。A 检测带上包被单克隆抗体 Anti-
PreS2 2B2，只能特异性结合基因型 A 的病毒蛋白，
用于捕获 A基因型 HBV病毒蛋白;B检测带上包被
单克隆抗体 Anti-PreS2 16D12，只与基因型 B 的病
毒蛋白结合;C检测带上包被与基因型 C 和 D 的病
毒蛋白特异性结合的单克隆抗体 Anti-PreS2 6H3，
用于捕获 C和 D 基因型 HBV 病毒蛋白;D 检测带
上包被单克隆抗体 Anti-PreS2 3E6，能特异性结合基
因型 D和 A(其中，A灵敏度低于 D)的病毒蛋白，用
于捕获 D和 A基因型 HBV病毒蛋白。虽然 A、C、D
基因型 HBV病毒蛋白与 C和 D检测带之间会有一
定的交叉影响，但根据不同检测带之间的特异性结
合强弱的差异，通过荧光信号的幅值关系，仍然可
以准确区分 C 型与 D 型，具体要根据 HBV 基因分
型模式匹配规则。
1． 2 HBV基因分型模式匹配规则
图 2 为根据实验总结得到的 HBV 基因分型模
式匹配规则。其中，200 mV为区分有效测试信号与
背景噪声的门限值，100 mV为区分可分型与不可分
型的门限值。这两个门限值的确定与荧光检测仪
的信号读值强度及侧向流试纸自身背景信号的强
弱有关，需要通过实验来确定。
图 2 HBV基因分型模式匹配规则
Fig． 2 The principle of HBV genotyping based on
pattern recognition
当 Ctr 质控线上的荧光信号幅值小于 200 mV
时，质控线判定为阴性，检测结果无效。当 S 线上的
荧光信号幅值小于 200 mV时，表示 HBV检测阴性。
当 A、B、C、D 这 4 条测试线上的信号幅值都低于
100 mV时，无法对待测样品分型，否则根据信号最大
化原则来实现HBV分型;但若 C线信号最大，当 C线
信号大于 4倍 D线信号时，为 C型，否则为 D型。
1． 3 手持式荧光检测仪
手持式荧光仪与 HBV 分型侧向流试纸如图 3
所示，外观尺寸为 136 mm × 90 mm × 108 mm ，样
机元器件总成本不超过1 500元。
1． 3． 1 荧光检测模块
为了更加准确地提取侧向流试纸上各检测线
的荧光信号，研究设计了线形激发光斑的荧光检测
模块，如图 4 所示。在图 4(a)中，激发光源采用波
长范围为(365 ± 12)nm的 LED发光二极管，检测模
块采用光电二极管(S2386-5K，滨松光子)。由于
LED发光二极管中心波长与荧光标记物的中心激
发波长相同，而且范围较窄，因此激发光通道无滤
光片。侧向流试纸上的荧光信号被一个紧贴纸条
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图 3 手持式荧光仪及 HBV分型侧向流试纸
Fig． 3 Handhold fluorescence reader with a lateral
flow strip for HBV genotyping
图 4 荧光检测模块结构及工作原理。(a)荧光检测
模块结构;(b)线形激发光斑成像
Fig． 4 Fluorescence detection module． (a) The
optical module for strip detection; (b)The module of
linear-shaped excitation beam
表面的光纤端面收集，经过高通滤光片(LP580) ，由
光电二极管转换为电信号。在图 4(b)中，LED发光
二极管的出射光经线形光斑整形模块处理后，在侧
向流试纸上形成了一个宽度为 1 mm的窄条状的线
形光斑像，光斑的长度与纸条上检测线的长度接
近。设计中省去了聚焦透镜，简化了荧光检测模
块，使整体结构简单并降低了成本。
为了监测 LED的工作状态，设计如图 5 所示结
构。系统在自检过程中，LED 的出射光斑经检测卡
托盘反射后，部分光信号进入反射光路上的光敏电
阻，由此通过采集分析光敏电阻上的分压信号，即
可判断 LED的工作状态是否正常。
图 5 LED监测结构及工作原理
Fig． 5 The schematic depiction of LED monitoring
1． 3． 2 扫描检测平台
如图 6 所示，为了减小仪器体积，扫描检测平台
采用了荧光检测模块运动、侧向流纸条检测卡位置
固定的模式。由于检测卡无需自动进出仓，所需扫
描运动行程被压缩到最短，减小了仪器尺寸。荧光
检测模块在直线电机的驱动下沿着导轨运动，由此
实现了对侧向流试纸检测卡的扫描检测。
图 6 扫描检测平台结构
Fig． 6 The schematics of the linear moving stage for
strip scanning
1． 3． 3 硬件电路系统
为了改善仪器的人机操作界面，采用了基于
AＲM平台的控制器来构建硬件电路系统。图 7 为
硬件电路系统的结构，其中 AＲM 控制器通过控制
触控屏，实现了显示与操作相互统一的触控式操作
界面。AＲM控制器通过输入 /输出(I /O)口及脉冲
宽度调制(PWM)口信号来控制直线电机驱动器，由
其驱动直线电机带动荧光检测模块来实现扫描检
测。在扫描检测过程中，AＲM 控制器通过 SPI(串
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行外设接口)总线接口来控制模 /数(A /D)转换器，
实现了荧光光电转换信号的实时采集。基于 AＲM
控制器的系统实现了紧凑型的硬件电路设计，有利
于减小仪器体积，降低系统成本。
图 7 硬件电路系统结构
Fig． 7 The diagram of the electrical system
1． 3． 4 数据分析算法
为了确保检测灵敏度与特异性，本研究提出了
一种基于全局搜索的反应条带识别及数据分析方
法。如图 8 所示，首先定义一个阈值对试纸上所有
的检测峰做一个初筛，即只有当检测峰的信号幅值
比其两侧数据点的信号幅值高出该阈值时，才被识
图 8 数据分析算法流程
Fig． 8 The flowchart of the data analysis algorithm
别为一个检测峰。然后，根据试纸上反应条带之间
的位置分布信息，确定质控线所对应的检测峰是否
存在，并在此基础上滤除质控线检测峰附近的干扰
峰。接下来，以此质控线峰为基准，根据其与各个
检测峰之间的位置关系以及各个检测峰的幅值大
小，实现检测峰的识别与确认，每确定一个反应条
带对应的检测峰后，滤除该检测峰附近的干扰峰，
最终得到整个纸条的测试峰分布。根据最终得到
的侧向流试纸测试峰分布及其幅值信息，结合 HBV
基因分型规则，即可推测出分型结果。
2 结果
将 80 μL的待检测血清样品加入侧向流试纸的
加样孔，等待 10 min，层析反应完成后，将检测卡放
入荧光检测仪，点击测试按钮。荧光检测仪依次采
集各个反应条带区域的荧光信号幅值信息，最终由
1 200个荧光信号幅值点可以得到一个沿纸条长度
方向的检测峰分布，如图 9 所示，其中(a)和(b)分
别为 A、D型 HBV 血清样品得到的扫描检测结果。
针对扫描检测结果，用全局搜索算法对检测峰进行
识别与分析，根据 HBV 基因分型模式匹配规则，推
测待测样品的 HBV基因型。
图 9 侧向流试纸检测峰分布。(a)A 型 HBV;(b)
D型
Fig． 9 Peak distribution of lateral flow strips with
different HBV genotypes． (a)HBV genotype A; (b)
genotype D
为了进一步全面评估 HBV 分型检测的综合性
能，采用某生物药业股份有限公司提供的 48 份
HBV血清样品进行了系统测试。这些样品已经预
先由核酸分析方法获知其确定的基因型，其中 A、
B、C 型及阴性样品各 9 份，D 型和无法分型样品各
6 份。检测结果表明，基于侧向流试纸及荧光检测
仪的分型结果与待测样品的已知基因型完全吻合，
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准确度达到了 100%。
本研究提出的方法，直接通过侧向流试纸对待
测样品实现 HBV分型，所需时间不超过 15 min，简
化了测试步骤，检测结果通过手持式的荧光检测仪
来读取，检测速度快，结果直观，成本低廉，是一种
适于现场快速检测的新型 HBV诊疗方法。
3 结论
本课题研制了一种 POCT 型 HBV 分型检测方
法及装置，包括侧向流试纸与手持式荧光检测仪。
设计多个检测条带捕获 HBV基因型的病毒蛋白，借
助荧光检测仪对病毒蛋白上标记的荧光颗粒进行
信号提取，并显示为带检测峰的信号分布图。基于
一种全局搜索算法，识别分析侧向流试纸上各个检
测峰的含义及其幅值;基于 HBV基因分型模式匹配
规则，即可推测出待测样品对应的 HBV基因型。实
验结果表明，所提出的 POCT型 HBV基因分型方法
具有与现有方法相当的综合检测性能，与核酸分析
方法相比，所提出的 HBV基因分型方法对硬件环境
的依赖程度显著降低。
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